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Genel bilgi

Description
Balb/c farelerinde kimyasal olarak indiiklenen bir timérden kaynaklanan Meth A sarkom hiicreleri, timor
biyolojisini ve sarkom gelisimini yonlendiren molekiiler mekanizmalari anlamak icin cok nemli bir model
saglar. Meth A sarkom hiicresi arastirmasinin dnemli bir yoni, timor baskilanmasindaki roliiyle bilinen
donistmleilgili protein p53'iin incelenmesini icerir. Tipik olarak p53 oldukga degiskendir, ancak fiziksel veya
kimyasal ajanlarla indiiklenen tiimdrlerden tiiretilen bircok fibrosarkom hiicre hattinda stabilitesi belirgin
sekilde artar. Bu stabilizasyon genellikle 1si soku proteini hsc70 ile stabil bir kompleks olusumuile iliskilidir.
ilging bir sekilde, Meth A sarkom hiicreleri p53 stabilitesi acisindan benzersiz bir davranis sergilemektedir. Bu
hiicrelerde p53 ¢ok kararli olmasina ragmen, hsc70 ile tespit edilebilir bir etkilesim yoktur. Bu, boyle bir
kompleks olusturamamanin muhtemelen endojen p53'lin birincil yapisindan kaynaklandigini géstermektedir.
Meth A sarkom hiicrelerine diger p53 varyantlar eklendiginde, bir p53-hsc70 kompleksi olusur, bu da p53'tin
birincil yapisinin hsc70 ile etkilesiminin ve sonug olarak stabilitesinin kritik bir belirleyicisi oldugunu gosterir.
Kararli transfeksiyon deneyleri kullanilarak yapilan daha ileri arastirmalar, farkli p53 varyantlarinin gesitli
donistiirtilmis hiicre tiplerinde farkli oranlarda parcalandigini ortaya koymus ve p53'iin birincil yapisinin devir
hizini belirlemedeki rollinii vurgulamistir. Buna ek olarak, hiicresel ortam da p53 stabilitesini etkilemektedir;
bunun kaniti, transformasyona ugramamis BALB/c-3T3 hiicrelerinde transformasyona ugramis fibrosarkom
hiicrelerine kiyasla en az bir p53 varyantinin farkli bozunma oranlaridir. Bu durum, Meth A sarkom hiicrelerinde
p53 stabilitesinin ve islevinin diizenlenmesinde genetik faktorler ile hiicresel baglam arasindaki karmasik
etkilesimi vurgulamaktadir.

Organism Fare

Tissue Cilt

Disease Fibrosarkom

Synonyms Meth A, Meth-A, Meth-A-sarkom

Ozellikler

Breed/Subspecies BALB/c

Age Yetiskin

Gender Kadin

Morphology Yuvarlak hiicreler

Growth Siispansiyon

properties
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Diizenleyici Veriler

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

Meth A sarkomu (Cytion katalog numarasi 400284)

10090

CVCL_5798

Biyomolekiiler Veriler

Tumorigenic
Ellecleme

Culture
Medium

Supplements
Doubling time

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Evet

RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)

Ortami %10 FBS ile takviye edin
28 ila 30 saat

Hiicre agregatlarinin sisenin dibine ¢cokmesine izin verin, slipernatant ortami atin, hiicreleri nazikge pipetleyerek
dagitin ve yeni siselere aktarin. Sisedeki hiicre siispansiyonunu yeniden siispansiyon haline getirin ve ml basina
hiicre sayisini saymak icin temsil edici bir alikot alin. Hiicre stispansiyonunu taze ortamla 1x10° hiicre/ml'ye
seyreltin ve yeni siselere aktarin.

2ila 3 x 10° hiicre/ml kullanarak yeni kiiltiirler baslatin. Hiicreler 1 ila 2 gegisten sonra dondurma ve ¢ézme
isleminden kurtulduktan sonra, hiicreleri bolerek hiicre yogunlugunu 1 x 10° hiicre/ml olarak ayarlayin.

haftada 2ila 3 kez

Post-Thaw Dondurulduktan sonra baslangictaki hiicre sayisinin yaklasik %53'ii toplanmistir.

Recovery

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiylime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hucreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kultur ortaminda yavasca yeniden stispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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